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RESUMO 
No Brasil, a cana-de-açúcar (Saccharum officinarum L.) é utilizada para produção de bioetanol e o 
principal micro-organismo utilizado no processo fermentativo desta produção é a levedura 
Saccaromyces cerevisiae, por ser uma eficiente fermentadora de açúcares. Geralmente, as condições 
favoráveis na fermentação do caldo de cana-de-açúcar para o desenvolvimento de outros micro-
organismos é a temperatura, pH, concentração de açúcar e normas de higiene não devidamente 
controladas. A viabilidade das leveduras se revela importante para o monitoramento da fermentação 
do etanol, que, quanto maior o número de leveduras viáveis, melhor será a produção do 
biocombustível. Durante o processo fermentativo, pode ocorrer a contaminação bacteriana, 
interferindo, também, negativamente na produção do bioetanol e na qualidade, pois, além de 
consumir parte do substrato adicionado ao meio para produção de etanol, as bactérias também 
produzem metabólitos tóxicos que inibem as leveduras. Portanto, o principal objetivo deste estudo 
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foi a análise do monitoramento do que pode causar alterações na produção final e, de algum modo, 
interferir no rendimento comercial e econômico. No caso, o fermento de levedo apresentou boa 
viabilidade pelas contagens de células de leveduras e colônias crescidas em placas de Petri. Contudo, 
também foram observados bastonetes GRAM positivos neste fermento. Sendo assim, o 
monitoramento microbiológico e a viabilidade tornam-se ferramentas indispensáveis para o controle 
e prevenção de tais problemas, garantindo um alto nível de produtividade do etanol.    
 
Palavras-chave: Leveduras; Etanol; Contaminação Bacteriana; Fermentação; Saccharomyces  
   
ABSTRACT 
In Brazil, sugarcane (Saccharum officinarum L.) is used for bioethanol production and the main 
microorganism used in the fermentation process of this production is Saccaromyces cerevisiae yeast, 
as it is an efficient sugar fermenter. Generally, the favorable conditions in the fermentation of 
sugarcane juice for the development of other microorganisms are temperature, pH, sugar 
concentration and hygiene regulations not properly controlled. The viability of yeasts is important for 
the monitoring of ethanol fermentation, which, the greater the number of viable yeasts, the better the 
biofuel production. During the fermentation process, bacterial contamination can occur, also 
negatively interfering with bioethanol production and quality, since in addition to consuming part of 
the substrate added to the medium for ethanol production, bacteria also produce toxic metabolites that 
inhibit yeast. Therefore, the main objective of this study was to analyze the monitoring of what may 
cause changes in final production and, in some way, interfere with commercial and economic yield. 
In this case, yeast showed good viability by counting yeast cells and colonies grown in Petri dishes. 
However, Bacterias positives GRAM were also observed in this yeast. Thus, microbiological 
monitoring and viability become indispensable tools for the control and prevention of such problems, 
ensuring a high level of ethanol productivity.  
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1 INTRODUÇÃO 
Atualmente, o uso do etanol como biocombustível no Brasil tem sido o programa de maior 
sucesso para substituir os combustíveis fósseis em todo o mundo. Vários países iniciaram seus 
próprios programas de produção e uso de etanol como combustível para reduzir a dependência do 
petróleo e as emissões de gases de efeito estufa (GEE) (MACEDO et al., 2008; GOLDEMBERG, 
2008). 
Além disso, devido à crise do petróleo, a produção de etanol no Brasil ganhou força como 
combustível usado em veículos automotores e reduziu o custo das importações de derivados e, com 
isso, houve um grande aumento na produção de cana no país para substituir os combustíveis fósseis 
por biocombustíveis (CARVALHO et al., 2013).  
A cana-de-açúcar (Saccharum officinarum L.) é uma das principais fontes de sacarose, uma 
planta amplamente cultivada em todo o mundo, principalmente na Ásia, na América Latina, em 
especial no Brasil, que se destaca como o maior produtor mundial (FAO, 2016), com mais de 
7.000.000 ha de área plantada, totalizando em sua produção mais de 480.000.000 de toneladas de 
cana, levando o país na liderança mundial em tecnologia de produção de etanol (EMBRAPA, 2018). 
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No Brasil, a cana-de-açúcar passa por vários processos químicos ou microbiológicos para 
produção de etanol e, por ser uma das principais fontes de sacarose, essa produção é obtida pela 
fermentação das leveduras Saccharomyces cerevisiae, que corresponde ao principal microrganismo 
responsável para a fabricação do etanol (BADOTTI, 2005). O caldo de cana obtido das moendas e 
coado é denominado mosto, que será fermentado pela ação das leveduras (AQUARONE, 1983; 
CHERUBIN, 2003).  
Atualmente, a principal rota industrial utilizada para a produção de etanol em todo o mundo 
é o processo microbiológico, também referido como fermentação alcoólica ou etanólica 
(MADALENO et al., 2016). Durante esse processo, os açúcares são convertidos em etanol, energia, 
biomassa celular, CO2 e outros subprodutos pelas células de leveduras. Estes açúcares podem provir 
de diferentes matérias-primas e resíduos de culturas (MONCEAUX, 2009; WANG, et al., 2016). 
Açúcares prontamente fermentáveis, como sacarose, glicose e frutose, são convertidos diretamente 
em etanol durante a fermentação alcoólica pela levedura S. cerevisiae, enquanto o amido, a celulose 
e a hemicelulose precisam ser hidrolisados em açúcares simples a serem fermentados (WHEALS, et 
al., 1999), (AMORIM, et al., 2011). 
Em ambos os casos, as células de levedura convertem um substrato sólido em um combustível 
líquido. Além disso, para converter açúcares em etanol, as leveduras cobram apenas 7% da energia 
contida nas moléculas de açúcar. O balanço final mostra que 93% da energia presente nos açúcares 
são conservadas em etanol (BHATIA, 2014). No mais, o etanol é uma molécula que pode ser 
facilmente separada da água através do processo de destilação porque seu ponto de ebulição (78° C) 
é muito diferente da água (100° C).  
Ademais, a produção de etanol a partir de cana-de-açúcar nas destilarias brasileiras apresenta 
um balanço energético altamente positivo. Em termos de equivalência, para cada unidade de energia 
fóssil consumida durante sua produção, 9,3 unidades de energia renovável foram produzidas em 2005, 
mas com potencial para atingir 11,6 em 2020 (MACEDO, et al., 2008). 
Os microrganismos presentes no processamento de cana-de-açúcar ocorrem desde a lavoura 
até o setor de fermentação, sendo que a contaminação bacteriana presente no caldo e no mosto pode 
refletir na qualidade da matéria-prima utilizada, pois tanto o caldo de cana quanto o mosto são ótimos 
substratos para o crescimento de microrganismos (CHERUBIN, 2003).  
Os processos de fermentação industrial brasileiros para a produção de bioetanol possuem 
características incomuns que permitem a entrada e crescimento de linhagens de leveduras selvagens 
(nativas). Esse processo se dá através das leveduras que são fungos unicelulares, o principal micro-
organismo utilizado na produção de etanol é a levedura S. cerevisiae. A viabilidade dessas leveduras 
é de total importância para o controle da fermentação do etanol, vez que, quanto maior o número de 
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leveduras viáveis, melhor seria a produção, e uma produção com poucas células viáveis podem 
diminuir o número da produtividade do etanol (STECKELBERG, 2001). 
Durante o processo fermentativo pode ocorrer a contaminação bacteriana, podem prejudicar 
significativamente na produtividade e na qualidade, pois, além de consumir parte dos nutrientes ao 
meio para produção de etanol, podem também causar a formação de compostos secundários 
indesejáveis, acarretando a redução da viabilidade de S. cerevisiae e afetando a eficiência 
fermentativa, o que leva à perda de eficiência na fermentação (HAHN et al., 1991). 
A contaminação por cepas selvagens de Saccharomyces é uma ocorrência muito frequente na 
indústria do bioetanol. Muitas vezes tem sido observado que os padrões de crescimento das cepas 
indígenas são tão robustas que dominam a fermentação processo a ponto de substituir a levedura 
inicial tensão (LOPES et al., 2016). 
Outros prejuízos causados por microrganismos invasores do progresso fermentativo são 
devido à presença de bactérias contaminantes que competem e degradam a sacarose e, estas são 
também produtoras de ácidos lático e acético que ocasionam perda de açúcar e intoxicação das 
leveduras (CHERUBIN, 2003). 
Por isso, faz-se necessário o monitoramento contínuo do fermento de levedo industrial para 
assegurar um fermento com alta viabilidade e livre de microrganismos indesejáveis durante o 
progresso fermentativo, assim garantindo um alto nível de produção do etanol, um biocombustível 
de energia limpa e de fonte renovável. 
 
2 MATERIAL E MÉTODOS  
 Os experimentos para a verificação da viabilidade das leveduras e identificação dos 
microrganismos contaminantes bacterianos do processo fermentativo do etanol foram realizados no 
Laboratório de Microbiologia e Micologia da Universidade do Estado de Minas Gerais (UEMG) - 
Unidade de Ituiutaba -MG. 
Uma amostra de 250 mL de fermento de levedo fornecida gentilmente por uma destilaria da 
região do Pontal do Triangulo Mineiro, foi inoculada em meios de cultura líquidos e sólidos, contendo 
peptona-5,0g, extrato de levedura-4,0g, glicose-20,0g, pH 5,5, e incubada a 28˚ C por 72 horas.  Após 
o cultivo da amostra, esta foi diluída em água estéril e corada com o azul de metileno 1% para a 
análise da viabilidade celular (ANDRADE; ROCHA 2013).  
Em seguida, a amostra corada foi colocada em uma câmara de Neubauer e levada ao 
microscópio óptico para a contagem das leveduras viáveis.  A seguir, a amostra diluída de fermento, 
também foi inoculada no meio de cultura contendo glicose-0,1%, triptona-0,5%, extrato de levedura-
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0,25% (GTL), pH 6,8, e incubada a 37˚C por 48 horas, para a identificação e isolamentos dos 
possíveis contaminantes bacterianos (ANDRADE; ROCHA 2013).  
Após o crescimento das bactérias, foi realizado a técnica do GRAM (ANDRADE; ROCHA 
2013), e estas foram visualizadas ao microscópio óptico para a determinação da coloração e 
morfologia celular.  
 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
3.1 VIABILIDADE CELULAR DO FERMENTO INDUSTRIAL  
  Uma amostra de fermento de levedo foi fornecida por uma destilaria de etanol da Região do 
Pontal Mineiro. Em seguida, esta amostra foi inoculada em meio de cultura sólido para o crescimento 
da levedura, a qual está apresentado na figura 1 abaixo. 
 
 
Figura 1 – Amostra do fermento de levedo industrial, inoculação e isolamento da mesma em placa 
de Petri contendo o meio de crescimento para levedura. 
 
Partindo desta amostra industrial indicada acima, foram realizados os experimentos de 
visualização microscópica e análise da viabilidade do fermento de levedo industrial, o qual é 
composto por células de levedura da espécie S. cerevisae. Na visualização microscópica, as células 
de levedura apresentaram de formatos esféricas, ovais (PELCZAR et al., 1996), viáveis com algumas 
células em brotamento, como observado, pelas figuras 2 e 3. O fermento de levedo industrial 
apresentou de boa viabilidade pela contagem de células viáveis microscópicas (2.0 x 107células/mL). 
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Figura 2- Células de levedura ovais e células em brotamento visualizadas microscópio óptico. 
 
 
 
Figura 3- Leveduras viáveis não coradas pelo Azul de metileno (indicador de viabilidade) observadas 
ao microscópio óptico. 
 
Além disso, o fermento também apresentou boa viabilidade pela contagem por unidade 
formadora de colônias (UFC) foi de 1.25 x 107UFC/mL. 
Barbosa (2012); Andrade; Rocha (2013) e outros já argumentaram o quanto é sério o prejuízo 
econômico quando se apresenta baixa a viabilidade das leveduras e a presença de bactérias viáveis 
no processo fermentativo. Portanto, o resultado apresentado acima demonstrou um fermento 
saudável, o qual mostrou que o monitoramento da viabilidade das leveduras neste processo poderá 
garantir uma alta produtividade do etanol. 
3.2 ISOLAMENTOS DAS COLÔNIAS BACTERIANAS CONTAMINANTES DO PROCESSO 
FERMENTATIVO 
Apesar deste fermento analisado ter apresentado de boa qualidade foi, também, observado ao 
microscópio, algumas bactérias contaminantes, as quais estão mostrados na figura 4. 
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Figura 4 – Células de leveduras visualizadas ao microscópio óptico. As setas indicam as bactérias bastonetes 
contaminantes do processo fermentativo. 
As colônias bacterianas contaminantes acima visualizadas foram cultivadas em meio GLT 
sólido como apresentado na figura 5 abaixo.  
 
 
Figura 5 – Cultivo de bactérias contaminantes em meio GLT sólido. 
As colônias bacterianas contaminantes foram analisadas pela morfologia e a técnica e 
coloração do GRAM pela microscopia óptica (Figura 6). Os resultados dessa análise indicaram que 
as bactérias contaminantes observadas, tinham as formas de bastonetes e a coloração roxa, indicando 
estas serem bastonetes GRAM positivos. 
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Figura 6 – Bactérias bastonetes GRAM positivo visualizadas ao microscópio óptico. 
Já é conhecido que os principais gêneros de bactérias contaminantes do processo fermentativo, 
pertencem aos gêneros Lactobacillus (59,7%) e Bacillus (26,6%) (GALLO, 1990). Outros estudos 
científicos também já relataram que as bactérias contaminantes predominantes no processo 
fermentativo, são bastonetes GRAM positivos, dos gêneros Lactobacillus, Bacillus e Leuconostoc 
(ROSALES, 1989; CECCATO ANTONINI; SILVA 1998; VENTURA, 2007; ANDRADE; 
ROCHA, 2013). 
Os bastonetes GRAM positivos contaminantes do processo fermentativo foram também 
observados e obtido no resultado acima mencionado, que sugerem ser contaminantes bastonetes 
GRAM positivo da colônia isolada a partir do fermento de levedo industrial, fornecida por uma 
destilaria de etanol da Região do Pontal Mineiro. 
 
4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
Com base nos resultados obtidos, concluiu-se que o fermento apresentou boa viabilidade das 
leveduras, que é de suma importância para o controle da fermentação do etanol, vez que, quanto maior 
o número de leveduras viáveis, melhor será a produção. Aumentos da temperatura de fermentação 
podem afetar na viabilidade celular e, com isso, uma produção com poucas células viáveis podem 
diminuir o número da produtividade do etanol (STECKELBERG, 2001). 
Além disso, outro resultado do interesse obtido neste estudo foi uma contaminação por 
bactérias bastonetes GRAM positivo, as quais podem afetar o rendimento fermentativo que diminuiu 
na medida em que os níveis de bactérias contaminantes aumentaram. Essa contaminação bacteriana 
pode acarretar diretamente na produção de etanol.  
Sendo assim, o monitoramento microbiológico e a viabilidade tornam-se ferramentas 
indispensáveis para o controle e prevenção de tais problemas, garantindo um alto nível de 
produtividade do etanol. 
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